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(57) Resumo: Patente de lnvençio. "AÇÃO ANTICOAGULANTE E 
ANTITROMBÓTICA DE UM CONDROITIM SULFATO FUCOLISADO 
EXTRAÍDO DO PEPINO DO MAR" A p,esente invenção se refere a 
descobena ele um '"condroit1n sulfato fucolisado"exlraido do pepino do mar 
Este polissacarideo tem elevada atrvidaele anticoagulante e antrtrombótrca. 
podendo ser ubhzado na prevenção ou reversão da trombose anerial. 
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Relatório Descritivo da Patente de Invenção: ~ÇÃO 
ANTICOAGULANTE E ANTITROMBÓTICA DE UM CONDROITIM SULFATO 
FUCOSILADO EXTRAIDO DO PEPINO DO MAR". 
A presente invenção se refere a descoberta de um polissacarídeo 
s sulfatado com potente ação anticoagulante e antitromb6tica, sugerindo sua 
possível utilização na terapia e profilaxia da trombose arterial e venosa. 
Importância da descoberta de novos po/issacarldeos sulfatados com 
açllo anticoagulante e antitrombólica: A heparina é um polissacarídeo 
constituído de unidades alternadas de ácido glucurõnico e glucosamina, com 
10 alto conteúdo de estares sulfato. Atualmente é o principal composto utilizado 
no tratamento e profilaxia da trombose venosa (Kakkar e Hedges, em: 
Heparina, pp. 455-473, 1989, Edward Arnold, Londres). O mecanismo de 
ação anticoagulante da heparina deve-se principalmente a sua interação 
com a antltrombina e com o cofator li da heparina, fonnando complexos 
1.5 muito mais potentes na inibição da trombina e do fator xa. Porém, este 
polissacarídeo é menos efetivo na inibição da trombina e do fator Xa já 
previamente liberados, e situados dentro do coágulo. O tamanho e a 
conformação estrutural do complexo heparina/antitrombina dificulta o seu 
acesso à trombina ativa ou ao fator Xa dentro da rede de fibrina. A heparina 
20 tem como principal complicação clinica o sangramento por disturbio da 
coagulação e/ou trombocltopenla. Além disso, por ser extralda de tecidos de 
2 
mamíferos (principalmente pulmão bovino e intestino de porco) pode 
acarretar problemas de contaminação virai. 
Recentemente novos agentes antitromb6ticos vem sendo descritos 
como alternativa à heparina. Entre estes compostos destaca-se o dermatam 
s sulfato, um polissacarídeo cuja estrutura é semelhante a da heparina, porém 
com menor ação antiocoagulante. Portanto, altas doses calculadas em 
mg/kg de peso corporal são necessàrias para o aparecimento do efeito 
antitrombótico in vivo, podendo causar dor e hematoma no local de sua 
aplicação. O dermatam sulfato também é extraído de tecidos de mamíferos 
10 podendo causar os mesmos problemas de contaminação com virus já 
citados para a heparina. 
Outros tipos de polissacarídeos sulfatados, não obtidos de 
mamíferos, também possuem ações anticoagulante e antitrombótica. Por 
exemplo, fucanas sulfatadas extraídas de algas marinhas e pentosam 
15 polisulfato ou dextam sulfato, ambos obtidos por sulfatação química de 
polissacarideos naturais, vem sendo estudados há muitos anos. Entretanto, 
as ações anticoagulantes e antitromb6ticas destes polissacarideos estio 
associadas com o aumento do tempo de sangramento, impossibilitando sua 
utilização clinica. 
20 Isolamento e caractelizaçllo estrutura/ de um condroitim su"ato 
fucosilado do pepino do mar: O estudo dos polissacarídeos sulfatados 
(principalmente glicosaminoglicanos) desenvolvidos em nosso laboratório 
extendeu-se, nos últimos anos, à análise de tecidos de invertebrados. Nesta 
nova linha de investigação encontramos altas concentrações de 
25 polissacarídeos sulfatados nos tecidos de invertebrados. Estes 
polissacarideos do distintos dos glicosaminoglicanos, das carragenanas, 
das fucanaa sulfatadaa e de todoa 01 outroa polisaacarideoa aulfatados 
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anteriormente descritos na literatura. Em especial, na parede do corpo do 
pepino do mar (Equinodermata) encontramos um polissacarideo sulfatado 
rico em fucose, ácido glucurõnico e galactosamina. Utilizando métodos 
químicos, enzimáticos e espectrofotométricos foi possível caracterizar sua 
s estrutura, como mostra a Figura 1. Este novo composto foi denominado 
"condroitim sulfato fucosilado". 
Método para extraçllo e purificaçllo do condroitim sulfato fucosilado: 
O pepino do mar é um invertebrado marinho que pode ser obtido com 
facilidade e em grande quantidade. Em geral aparece na rede dos 
IO pescadores, sem nenhuma aplicação comercial, exceto como comestível em 
restaurantes orientais. Portanto, sua utilização na extensão proposta nesta 
Patente não apresenta risco ao meio ambiente ou de diminuição significativa 
da espécie. O 't:ondroitim sulfato fucosilado" ocorre em alta concentração 
nos tecidos do pepino do mar do Brasil (10 • 20% do peso seco). O método 
15 descrito abaixo permite sua extração e purificação com facilidade: 
Coletar espécies do pepino do mar Ludwigothuea grise& e mergulhar 
em -5 volumes de acetona comercial, mantendo esta solução na 
temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, remover a acetona, secar o 
tecido em estufa a 60°C, e tritura-lo em pequenos pedaços. Dissolver o 
20 material seco (60 g) em 1,8 litros de tampão acetato de s6dio 0.1 M, 
contendo EDTA 0,05 Me cisteina 0,05 M. Adicionar 5 g de papaina bruta e 
manter a mistura a 60°C por 12 horas, sob discreta agitação. Colher o 
sobrenadante e adicionar 60 mi de uma solução de cloreto de cetil-piridina a 
10%, mantendo a mistura em repouso por 24 horas na temperatura 
25 ambiente. No precipitado temos o polissacarideo sulfatado complexado com 
a amonea quatemérla 08111-plridlna. O complexo é dissociado pela adlçlo de 
1,3 litros de uma solução de NaCI 2,0 M: etanol absoluto (100:15, v/v), 
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mantendo a mistura sob agitação por -1 hora. Ao sobrenadante adicionar 2 
volumes de etanol comercial, mantendo a 4°C por 24 horas. O precipitado é 
separado por centrifugação ou decantação, seco numa estufa a 60ºC, 
contendo então o •condroitim sulfato fucosilado". 
, Este composto pode ser submetido a uma purificação adicional, 
principalmente visando sua utilização in vivo. O procedimento envolve a 
utilização de resina de troca ionica DEAE-celulose. Este procedimento 
envolve o preparo de uma solução concentrada do polissacarídeo sulfatado 
(-20 mg/ml) em tampão acetato de sódio 0,05 M contendo 0,05 M EDTA. Em 
10 seguida, adicionar resina de DEAE-celulose, sob agitação, até a total 
complexação do polissacarídeo sulfatado com a resina. Isto pode ser 
facilmente medido pelo desaparecimento da metacromasia da solução, 
medida com uma solução do corante azul de dimetilmetileno (Biochim. 
Biophys. Acta 883:173-177, 1986). A resina é inicialmente lavada com 3 
15 volumes de uma solução de NaCI 0,5 M, contendo EDTA 0,05 M. Em 
seguida, o 'tondroitim sulfato fucosilado"é removido da resina pela lavagem 
com uma solução de NaCI 1,0 M, contendo EDTA 0,05 M. A resina deve ser 
lavada com esta solução até o desaparecimento da metacromasia, 
monitorada pela azul de dlmetllmetlleno (ver acima). O tondroltim sulfato 
20 fucosilado"neste eluato é precipitado com 3 volumes de etanol comercial a 
4°C por 24 horas, o precipitado é obtido por decantação ou centrifugação, 
seco numa estufa a 60°C, contendo o 'tondroitim sulfato fucosilado" 
purificado. 
O tondroitim sulfato fucosilado" purificado possui a seguinte 
25 composição qulmica: ácido glucurõnico:galactosamina:fucose na razão molar 
1,00:0,92:1,23. Seu contelldo de sulfato 6 de 0,7 moles de sulfato por açucar 
total (soma do contelldo de écldo glucur6nlco + galactosamlna + fucose). 
Elevada ação anticoagulante do condroitim sulfato fucosilado: A ação 
anticoagulante do 'tondroitim sulfato fucosilado" foi medida pelo teste do 
APTT (1'.ctivated Partial Thromboplastin Time, (Thromb. Res. 34:319-
328, 1981 e 28:343-350,1982). Este é o método mais amplamente utilizado 
5 para a medida da atividade anticoagulante de uma substância. 
Os resultados indicam que o 'tondroitim sulfato fucosilado" tem alta 
ação anticoagulante (a na Tabela 1). Este valor é comparável áquele da 
heparina de baixo peso molecular, que é o composto atualmente mais 
empregado na terapia antitrombótica na Europa e E.U.A. Esta alta ação 
10 anticoagulante não é uma caracteristica inespecífica de polímeros contendo 
fucose sulfatada, já que uma fucana sulfatada extraída do pepino do mar, 
apesar de altamente sulfatada (J. Biol. Chem. 269:22113-22123, 1994) 
possui baixa ação anticoagulante (b na Tabela 1). 
A redução das carboxilas do 'l:ondroitim sulfato fucosilado"não altera 
15 sua ação anticoagulante, porém a remoção das ramificações de fucose 
sulfatada ou dos estares de sulfato elimina sua atividade biológica (Tabela 
1). Estes resultados Indicam que as ramfflcações de fucose sulfatada (Fig. 1) 
são responsáveis pela alta ação anticoagulante deste polissacarídeo do 
pepino do mar. 
20 O mecanismo da ação anticoagulante do tondroilim sulfato 
fucosilado" foi determinado utilizando proteínas plamáticas purificadas e 
substrato cromogênico (Thromb. Res. 8:859-867, 1976 e 35:257-266, 1984). 
Nossos resultados indicam que o 'tondroitim sulfato fucosilado" potencializa 
a inibição da trombina produzida pela antitrombina e pelo cofactor li da 
25 heparina. A curva de inibição da trombina pelo cofator li da heparina versus 
concentração do polissacarldeo Indica que o tondroilim sulfato fucosilado" 
age na mesma faixa de concentração da heparina e do dennatam sulfato. 
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Entretanto, o IC50 para a inibição da trombina pelo tondroitim sulfato 
fucosilado"na presença de antitrombina é aproximadamente 10 vezes maior 
do que o ICso da heparina (Figura 2). Em sintese, o tondroitim sulfato 
fucosilado"isolado do pepino do mar tem alta ação anticoagulante devido a 
5 sua capacidade de potencializar a inibição da trombina pelo cofator li da 
heparina e pela antitrombina. Estes resultados indicam uma diferença 
entre esta preparação de polissacarideo sulfatado do pepino do mar e 
aquela descrita na Patente WO 90/08784 (09.08.90 90/19), já que neste 
último caso a ação antiocoagulante do polissacarideo não é mediada pela 
10 trombina ou pelo fator Xa. 
Aç!o antitrombótica do condroitim suffato fucosilado: A ação 
antitromb61ica do tondroilim sulfato fucosilado" foi testada em coelhos 
utilizando o modelo descrito por Wessler (Circulation 12:553-556, 1955). Este 
modelo reproduz uma condição experimental semelhante àquela observada 
15 na clínica, ou seja em pacientes com risco de trombose e é o modelo animal 
mais amplamente utilizado na avalição experimental de drogas 
antitromb6ticas (Hladovec, Em: Antithrombotic drugs in thrombosis models, 
PP 39-74, 1989, CRC Press, Florida, EUA). 
Nossos resultados indicam que o tondrollim sulfato fucosilado"tem 
20 ação anlitromb6tica. O efeito é dose dependente (Fig. 3A) e acompanhado 
por alteração in vivo do APTI (Fig. 38). A remoção das ramificações de 
fucose sulfatada elimina a ação antitrombótica enquanto a carboxi-redução 
não altera este efeito. Portanto, há um paralelismo entre a ação 
anticoagulante in vitro e o efeito antitromb6tico in vivo. 
25 O tondroitim sulfato fucosilado" é um agente antitrombótico mais 
potente cio que o dennatam sulfato de mamlfero e as fucanas sulfatadas de 
algas marinhas (Tabela 2). Embora menos potente do que a heparina não 
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fracionada, a dose de tondroitim sulfato fucosilado" necessário para a 
abolição total da trombose no modelo de Wessler é semelhante áquela de 
algumas preparações de heparina de baixo peso molecular. 
Outra observação significativa é que o tondroitim sulfato fucosilado" 
s não apresenta alteração significativa no tempo de sangramento quando 
testado no modelo de cauda de rato mergulhada numa solução de 
polissacarídeo em concentrações até 1,0 mg/ml. Tanto a heparina, quanto 
dextram sulfato e pentosam polisulfato mostram alterações significativas no 
tempo de sangramento quando testados neste modelo e nesta faixa de 
10 concentração. 
O condroitim sulfato fucosilado nllo apresenta indicações de efeito 
tóxico: O tondroitim sulfato fucosilado" foi administrado em dose de 20 
mg/dia por via intraperitoneal em ratos por um período de 30 dias. Nenhum 
efeito tóxico foi observado. Os ratos não apresentaram sangramento, óbito, 
1 s ou qualquer outra indicação de alterações patológicas. Estes resultados 
indicam uma diferença marcante entre o polissacarídeo sulfatado aqui 
descrito e aquele relatado em outra Patente (WO 90/08784 - 09.08.90 
90/19). Neste último caso o polissacarídeo não degradado químicamente 
apresenta um elevado efeito tóxico quando administrado em ratos, 
20 provavelmente devido ao seu efeito agregador de plaquetas. 
Outra observação significativa é que ao ser administrado ao rato em 
doses elevadas (-30 mg) por via endovenosa não observamos alteração 
significativa da pressão arterial, como relatado por exemplo para o dextram 
sulfato de alto peso molecular. 
25 Legenda da Figura 1: 
A Figura 1 apresenta a estrutura proposta para o tondroitim sulfato 
fucosilado" extraído do pepino do mar. Esta estrutura foi determinada por 
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uma combinação de métodos químicos, enzimáticos e espectrofotométrícos. 
O polissacarídeo é constituído por uma cadeia central contendo unidades 
alternadas de ácido p-D-glucurõnico e N-acetyl p-D-galactosamina. A 
posição 3 do ácido glucurônico está substituída com ramificações de fucose 
5 sulfatada. Na porção do polissacarídeo próxima do terminal não redutor as 
ramificações são constituídas de fucose mono ou disulfatadas. Na porção 
próxima ao terminal redutor da molécula as ramificações de fucose tem 
estrutura mais heterogenea. Provavelmente há unidades de fucose não-
sulfatada e/ou unidades dissacarídicas de fucosil-fucosil. Não foi possível 
IO determinar o padrão de sulfatação das ramificações de fucose na porção 
próxima ao terminal redutor. As unidades de fucose mono e disulfatadas no 
porção próxima ao terminal não redutor da molécula são mais sensíveis à 
hidrólise ácida branda e podem ser facilmente removidas por este tratamento 
químico. 
1 s Legenda da Figura 2: 
A Figura mostra a inibição da trombína na presença de antitrombína 
(A) ou do cofator li da heparina (8) em função da concentração de 
polissacarídeo sulfatado. A metodologia utilizada neste experimento é 
descrita na publicação: Tromb. Res. 8:859-867,1976 e 35:257-286,1984. Os 
20 polissacarídeos utilizados são: tondroitim sulfato fucosilado"antes (fucCS) e 
após as seguintes modificações químicas: carboxi-redução (CR), 
desulfatação (deSO,) e defucosilação (de fuc); dermatam sulfato (OS) e 
heparina (Hep). Observe que o IC.0 para o tondroitim sulfato fucosilado" é 
aproximadamente 10 vezes mais elevado do que o IC50 para a heparina 
25 quando a incubação é realizada na presença de antitrombina (A). Porém, o 
ICso para os dois polissacarfdeos é multo semelhante quando a Incubação é 
feita na presença do cofator li da heparina (8). 
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Legenda da Figura 3: 
A Figura 3 mostra o efeito antilrombótico do 't:ondroitim sulfato 
fucosilado"(A) e a alteração do APTI durante a injecção endovenosa deste 
polissacarídeo (B).0 efeito anlitrombótico foi medido em coelhos adultos 
utilizando o método de Wessler (Circu/ation 12:553-556,1955). 
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Tabela 1: Ação anticoagulante do condroitim sulfato lucosilado em 
comparação com glicosaminoglicanos de vertebrados e fucanas sulfatadas 
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ªA atividade é expressa como unidade intemacional/mg utilizando uma curva 
s padrão com o padrão internacional de heparina (193 unidades/mg). 
bPadrões internacionais. 
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Tabela 2: Dose de polissacarideo para produzir inibição total da trombose 
venosa em coelhos adultos utilizando o modelo de Wessler 
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Condroitin sulfato 1,5 
fucosilado 
Dermatam sulfato 2,5 
Fucana sulfatada 3,2 
Heparina não 
fracionada 0.15 
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Figura 3 
• REIVINDICAÇÕES 
1. O MÉTODO DE EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO de um "condroitim 
sulfato fucosilado" do invertebrado marinho pepino do mar. 
2. A ESTRUTURA deste polissacarídeo sulfatado foi determinada por 
métodos químicos, enzimáticos e espectrofotométricos. 
3. A DESCRIÇÃO DO EFEITO ANTICOAGULANTE deste "condroitim 
sulfato fucosilado", inclusive demonstrando que seu mecanismo deve-se a 
sua capacidade de potencializar a inibição da trombina pelo cafator li da 
heparina e pela antitrombina. 
4. A DESCRIÇÃO DO EFEITO ANTITROMBÓTICO do "condroitim 
sulfato fucosilado" e ausência de aparente efeitos tóxicos, indicando uma 
possível utilização deste composto na terapia e prevenção da trombose 
arterial. 
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CIENCIAS BIOMEDICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, 
neste ato representado por sua Diretora HELENA MARIA SCOFANO, de-
signada pela portaria no. 4.352 publicada no Boletim da UFRJ no. 
51, de 23.12.93 e no Diário Oficial no. 11, de 17.01.94, anexa, 
nomeia e constitui sua bastante procuradora, NILZA XAVIER KOVER, 
brasileira, casada, advogada, inscrita na OAB/RJ sob o no. 49.b71 
e no CPF sob o no. 002.71b.597-34, a quem confere poderes espec1-
ficos para representar o outorgante junto ao INPI ou qualquer br-
glo da Administrai~º Pública, para praticar todos os atos necessá-
rios referentes ao Depbsito de Pedido de Privilégio "AÇAO ANTICOA-
GULANTE E ANTITROMBOTICA DE UM CONDOITIM SULFATO FUCOSILADO EXTRA-
IDO DO PEPINO DO MAR", até a expedii~º da Carta Patente. 
Rio de Janeiro, 08 de agosto de 199b 
RESUMO 
Patente de Invenção: "AÇÃO ANTICOAGULANTE E 
ANTITROMBÓTICA DE UM CONDROITIM SULFATO FUCOSILADO 
EXTRAIDO DO PEPINO DO MAR". 
5 A presente invenção se refere a descoberta de um ·condroitim sulfato 
fucosilado" extraído do pepino do mar. Este polissacarídeo tem elevada 
atividade anticoagulante e antitrombótica, podendo ser utilizado na 
prevenção ou reversão da trombose arterial. 
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